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色素 上 皮 衍 生 因子 通过 调控 上 皮 间 质 转 化 抑制 乳腺 瘤 细 肥 侵 效 


和 转移 
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摘要 :目的 探讨 色素 上 皮 衍 生 因 子 (PEDF) 是 否 通 过 作用 上 皮 间 质 转化 (EMT) 抑 制 乳腺 瘤 浸 润 转移 。 方 法 免疫 组 化 方法 检测 


119 例 温润 性 导管 癌 组 织 中 PEDF vimentin .E-cadherin 表达 情况 ;构建 PEDF-siRNA-vector 干 扰 载 体 ,应 月 


日 RNA 干扰 技术 阻 断 


乳腺 癌 SK-BR-3 细 胞 中 PEDF 表 达 , 并 构建 重组 腺 病毒 载体 构建 (Lentivirus-PEDF-vector) , 转 染 SK-BR-3 细 胞 。 采 用 细胞 划 痕 
实验 .细胞 侵袭 实验 `Western bolt 方 法 检测 SK-BR-3 细 胞 中 PEDF 表达 变化 ,并 采用 Western bolt 方 法 检测 乳腺 癌 细 胞 上 皮 性 标 
iY) E-cadherin 和 间 质 性 标志 物 vimentin 的 表达 改变 ,并 观察 乳腺 癌 细 胞 的 体外 增殖 \ 侵 访 、 烙 附 特性 的 改变 。 统 计 分 析 采 用 卡 
方 检验 ,Fisher 精确 概率 法 检验 Spearman 等 级 相关 检验 、 配 对 计数 资料 检验 。 结 果 乳腺 浸润 性 导管 癌 中 PEDF 阳性 表达 率 明 
显 低 于 正常 乳腺 组 织 ,PEDF 阳性 表达 与 肿瘤 大 小 相关 ,与 E-cadherin 表达 正 相 关 (/=0.473,P<0.001), 与 vimentin 表 达 呈 负 相关 


(1:=-0.412,P<0.001)。 乳 腺 癌 SK-BR-3 细胞 在 PEDF 条件 培 养 基 培 养 后 :细胞 形态 学 发 生 改 变 ; Transwell 


侵 认 实验 表明 : 细胞 


侵袭 转移 力 减 弱 ;PEDF-siRNA 增 加 SK-BR-3 细 胞 的 迁移 与 侵袭 ,而 Lentivirus-PEDF-vector 抑 制 SK-BR-3 细胞 的 侵袭 与 迁移 
能 力 。Western blot 结 果 显 示 :细胞 中 E-cadherin 表 达 明 显 减少 (P<0.05) , vimentin 表达 明显 增多 (P<0.05)。 结 论 PEDF 基因 与 


乳腺 癌 的 温润 转移 过 程 密切 相关 ,PEDF 可 作用 SK-BR-3 细 胞 发 生 EMT 进 而 抑制 乳腺 癌 的 温润 转移 。 
关键 词 :乳腺 癌 ; 色 素 上 皮 衍 生 因子 ;上 皮 - 间 质 转 化 ;浸润 转移 
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Abstract: Objective To investigate whether pigment epithelium-derived factor (PEDF) inhibits invasion and metastasis of 
breast cancer through regulation of epithelial-mesenchymal transition. Methods The expressions of PEDF, vimentin, and 
E-cadherin were detected in 119 breast cancer tissues using immunohistochemistry. SK-BR-3 breast cancer cell models of PEDF 
knockdown and PEDF overexpression were established by transfecting the cells with a PEDF-siRNA vector and a lentivirus- 
PEDF vector, respectively. Western blotting was used to detect the changes in the expressions of PEDF, vimentin, and 
E-cadherin in the cells, and the cell invasion and migration ability was assessed using scratch wound healing assay and 
transwell migration assay. Results PEDF positivity rate was significantly lowered in breast cancer tissues compared with the 
adjacent tissues. PEDF was positively correlated with the tumor size and the expression level of E-cadherin (r=0.473, P<0.001), 
but was negatively correlated with vimentin expression (r=-0.412, P<0.001). Transwell invasion experiment showed that PEDF 
interference enhanced the cell invasion and metastasis, while PEDF overexpression inhibited the invasion and migration of SK- 
BR-3 cells. Western blotting showed that PEDF knockdown significantly decreased the expression of E-cadherin (P<0.05) and 
increased vimentin expression in the cells (P<0.05). Conclusion PEDF is closely related with the metastasis of breast cancer 
cells through regulation of epithelial-mesenchymal transition. 

Keywords: breast cancer; pigment epithelium-derived factor; epithelial-mesenchymal transition; invasion; metastasis 
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女性 恶性 肿瘤 发 病 率 


早期 发 病 者 进展 为 远 处 转移 。 


的 第 1 位 ,尽管 治疗 手段 的 不 断 提 高 , 仍 有 20%~30% 的 


人 研究 乳腺 癌 的 温润 转 


移 机 制 对 于 寻找 临床 治疗 的 分 子 靶 点 ,提高 患者 生存 率 
和 延长 生存 时 间 具 有 重要 的 意义 。 乳 腺 癌 细 胞 系 全 基 
因 组 转录 谱 的 鉴定 结果 显示 ,上 皮 - 间 质 转 化 (EMT) 相 
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关 标 志 物 的 表达 与 其 侵 秦 转移 显著 相关 ”*。 最 新 的 研 
究 表 明 ,乳腺 癌 干 细胞 通过 其 自身 的 塑 形 能 力 在 EMT 
过 程 中 发 挥 重要 作用 ,并 影响 肿瘤 的 转移 和 发 展 "。 色 
素 上 皮 衍生 因子 (PEDF) 是 一 个 能 有 效 抑制 新 生 血 管 形 
成 的 蛋白 ,与 血管 内 皮 生 长 因子 (VEGF) 等 共同 调控 新 生 
血管 的 发 牛 过 程 。 既 往 研 究 也 显示 PEDF 和 蛋白 的 表达 与 
微血管 密度 (MVD) 和 疾病 预后 明显 相关 ”"。 前 期 的 初 
步 实 验证 实 PEDF 蛋白 参与 了 乳腺 浸润 性 导管 癌 组 织 
EMT 的 调控 中 ,但 对 于 PEDF 蛋白 如 何 调控 EMT, 降 低 
肿瘤 远 处 转移 继而 影响 患者 的 预后 的 机 制 尚 不 清楚 。 
因此 本 研究 进一步 加 强 PEDF 对 EMT 特 征 及 转移 具体 
机 制 的 研究 ,通过 研究 乳腺 癌 细 胞 与 PEDF 共 培养 之 后 
肿瘤 特性 的 变化 ,探索 肿瘤 微 环境 中 PEDF 蛋白 在 乳腺 
癌 肿 瘤 转移 中 具有 的 潜在 作用 ,为 乳腺 癌 寻 找 四 向 治疗 
基因 提供 帮助 。 


1 资料 和 方法 
1.1 临床 资料 

收集 佛山 市 第 一 人 民 医 院 病理 科 2009 年 1 月 ~ 
2010 年 10 月 间 经 手术 切除 并 且 具 有 完整 病史 的 女性 浸 
润 性 乳腺 瘤 石 螨 包 埋 组 织 119 例 ;所 有 患者 术 前 均 未 进 
行 放 \ 化 疗 及 内 分 泌 治 疗 , 男 选取 50 例 乳腺 癌 肿 块 5 cm 
以 外 的 乳腺 组 织 作为 对 照 ,组 织 学 切片 证 实 均 为 正常 乳 
腺 组 织 。 
1.2 主要 试剂 

鼠 抗 人 PEDF 单 克隆 抗体 、 免 抗 人 E-cadherin 单 克 
隆 抗体 均 为 Millipore 产 品 ; 兔 抗 人 vimentin 单 克隆 抗体 
H Cell Signaling 产品 ;SABC 人 免疫 组 化 试剂 使 和 DAB 
显 色 试 剂 盒 均 购 于 武汉 博士 德 生物 工程 有 限 公 司 ; 人 乳 
腺 癌 细 胞 系 SK-BR-3 由 南方 医科 大 学 中 心 实验 室 研究 
所 保存 ,Lenti-Pac" HIV Expression 包装 试剂 盒 购 自 
Gene Copoeia,siRNA 序 列 由 Invitrogen 合 成 ;PEDF( 产 
物 长 度 240 bp) 引 物 正义 链 :$-GGA UUU CUA CUU 
GGA UGA ATT-3', 反 义 链 :5-UUC AUC CAA GUA 
GAA AUC CTC-3。GAPDH( 产 物 长 度 227bp) 引 物 正 义 
链 :5-ACC TGA CCT GCC GTC TAG AA-3', 反 义 链 : 
5'-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3'。 所 用 引物 由 
TaKaRa 合 成 。 
1.3 实验 方法 
1.3.1 PEDF, E-cadherin 及 vimentin 免疫 组 化 检测 
SABC 法 检测 PEDF .E-cadherin 及 vimentin 在 乳腺 浸润 
性 导管 癌 中 和 正常 组 织 中 的 表达 。PBS 代替 一 抗 做 阴 
性 对 照 。 按 SABC 试 剂 盒 说 明 书 操作 。PEDF 阳性 结 
判断 :每 张 切 片 在 400 倍 镜 下 随机 选择 10 个 视野 ,计数 
200 个 细胞 ,阳性 细胞 <10% 为 阴性 ,=10% 为 阳性 。 
E-cadherin 阳性 结果 判断 参考 Tanaka 改良 定量 记分 


WE", Vimentin 阳性 结果 判断 标准 :二 20% 判 定 为 vimentin 
低 表 达 ;>20% 判 定 为 vimentin 高 表达 。 
1.3.2 细胞 培养 SK-BR-3 细胞 分 为 两 组 :空白 对 照 组 : 
普通 培养 基 , 不 进行 任何 处 理 ; 实 验 组 :PEDF 条 件 培 养 
基 。 细 胞 置 37 C5% CO; 孵 育 箱 中 培养 72 h 后 ,进行 
1.3.3 SIRNA 转 数 及 慢 病 毒 包 装 按照 1:1 比例 将 
LipofectamineRNAiMAX 和 SiRNA 稀释 液 混合 
(SIRNA RINA LipofectamineRNAiMAX) ,4~6h 换 
1 次 培养 基 , 将 转 染 SiRNA-Reagent 的 细胞 继续 培养 
(37 C,5% CO; 孵 箱 )48 h 后 ,用 荧光 显微镜 观察 绿色 菊 
光 和 蛋白 的 表达 ,检测 转 染 效率 ;293T 慢 病毒 包装 细胞 
系 , 依 脂 质 体 转 染 试剂 说 明 进 行 细 胞 转 染 ,2 d 后 荧光 显 
微 镜 观 察 ,7~10 d 后 收集 细胞 ,37~80 % 反 复 冻 融 4 次 ， 
8000 rmin,10 min,4 % , 取 部 分 病毒 上 清 再 次 感染 SK- 
BR-3 细 胞 以 扩 增 慢 病 毒 重组 子 。 
1.3.4 划 痕 实验 取 传代 48 h 长 势 良 好 的 SK-BR-3 细 胞 
制备 单 细胞 悬 液 , 按 2x10“ 细 胞 每 孔 将 细胞 加 入 6 孔 板 ， 
于 5% CO; 培 养 箱 内 37 CHA. H200 LL 的 枪 头 比 着 
背面 事先 画 好 的 横 线 划 痕 ,D-Hank's 组 冲 液 冲洗 2 次 ， 
除去 划 下 的 细胞 ,加 入 无 血清 培养 基 。 镜 下 观察 ,拍照 
记录 0 时 划 痕 处 的 变化 。 放 和 37 C 5% CO, 培 养 箱 中 
继续 培养 。 按 6、12、36、48、60、72 取样 ,拍照 ,观察 细 
胞 在 划 痕 处 的 迁移 情况 。 
1.3.5 Transwell 小 室 法 细胞 侵袭 实验 参照 Ries 等 5 的 
方法 ,在 Transwell 小 室 中 铺 Matrigel 制 成 人 工 基 质 胶 
层 , 取 对 照 组 和 实验 组 各 200 hnL(2x10ymL) 细 胞 悬 液 
加 入 上 室 ,下 室 为 10% 胎 牛 血清 +RPMI 1640 培养 液 ， 
500 LAL, F37 % .5% CO; 孵 育 箱 中 培养 24 h ,固定 染 
色 。 每 组 实验 做 3 个 复 孔 ,相同 实验 重复 3 次 。 高 倍 镜 
(200x) 下 随机 对 5 个 视野 的 细胞 进行 连续 计数 , 取 均 值 。 
1.3.6 Western blot 检 测 SK-BR-3 细胞 中 E-cadherin 
及 vimentin 的 表达 将 实验 组 和 空白 组 细胞 培养 72 hJa, 
烈 解 并 提取 和 蛋白 ,Western blot 检测 E-cadherin 和 
vimentin 的 表达 。 
1.4 统计 学 分 析 

采用 SPSS18.0 统 计 软件 。 描 述 性 统计 量 以 均 数 二 
标准 差 表 示 。 多 组 间 细 胞 迁移 宽度 采用 方差 分 析 法 , 划 
痕 创 面 面 积 不 同时 间 及 组 间 整 体 比较 采用 析 因 设计 的 
方差 分 析 , 多 组 间 参 数 各 单独 效应 分 析 采 用 单 因素 方差 
分 析 法 。P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 PEDF, vimentin, E-cadherin 在 浸润 性 导管 癌 中 的 
表达 及 与 临床 病理 特征 的 关系 (图 1) 

PEDF 牌 白 在 浸润 性 乳腺 癌 中 的 表达 与 肿瘤 肿瘤 
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大 小 有 关 (P<0.05); 而 与 患者 年 龄 .TNM 分 期 组 织 学 分 
级 .ER 受 体 .PR 受 体 \ 腋 窜 淋 巴结 的 转移 无 关 (P>0.05)。 
Vimentin 蛋 白 在 浸润 性 乳腺 癌 中 的 表达 与 肿瘤 TNM 分 
期 ,肿瘤 大 小 ,腋窝 淋巴 结 的 转移 组织 学 分 级 .PR 受 体 


有 关 (P<0.05) ; 而 与 患者 年 龄 .ER 受 体 无 关 (P>0.05)。 
E-cadherin 蛋白 在 温润 性 乳腺 癌 中 的 表达 与 TNM 分 
期 .肿瘤 大 小 ,腋窝 淋巴 结 的 转移 了 R 受 体 有 关 (P<0.05 5 
而 与 患者 年 龄 组 织 学 分 级 上 ER 受 体 无 关 (P>0.05, 表 1)。 


Vimentin 


Fig.1 Expression of PEDF, E-cadherin and vimentin in infiltrating ductal carcinoma and normal tissues (Original 


magnification: x400). A: High expression of PEDF; B: Low expression of PEDF; C: High expression of E-cadherin; D: Low 
expression of E-cadherin; E: High expression of vimentin; F: Low expression of vimentin. 


2.2 PEDF Á #34 5 vimentin & E-cadherin #9 K A 

119 例 浸润 性 导管 癌 中 ,应 用 Spearman 相 关 性 分 析 
发 现 :PEDF 和 蛋白 的 表达 与 vimentin 的 表达 呈 明 显 负 相 
关 (7=-0.412, P<0.001) ,而 与 E-cadherin 的 表达 呈 明 显 
正 相 关 (/=0.473,P<0.001) ,vimentin 与 E-cadherin 的 表 
达 呈 明显 负 相 关 ("=-0.628,P<0.001, 表 2)。 
2.3 PEDF 抑制 乳腺 癌 细 胞 的 侵袭 与 迁移 

在 细胞 系 和 乳腺 癌 标 本 中 验证 了 PEDF 的 表达 , 结 
果 提 示 PEDF 与 乳腺 癌 的 转移 与 EMT 表 型 有 着 密切 的 
关系 。 为 了 从 功能 学 上 验证 这 个 假设 ,我 们 分 别 在 SK- 
BR-3 细胞 中 下 调 PEDF( 转 染 PEDF-siRNAI) 的 表达 和 
在 SK-BR-3 中 扩 增 PEDF( 转 染 Lentivirus-PEDF-vector) 
的 表达 ,然后 采用 transwell 实 验 检测 了 PEDF 对 这 两 株 
细胞 系 侵袭 与 迁移 能 力 的 影响 ,结果 显示 PEDF 可 以 明 
显 抑制 乳 腺 癌 细 胞 的 侵 效 和 迁移 能 力 。Western blot 结 
果 显 示 ,SiRNA 和 Lentivirus-vector 都 能 有 效 改 变 乳 腺 
癌 细 胞 系 中 PEDE 的 表达 水 平 ( 图 2)。Transwell 实验 
结果 显示 ,与 阴性 对 照相 比 ,PEDF-siRNA 可 以 明显 增 
加 SK-BR-3 细胞 的 迁移 与 侵袭 潜 能 ,而 Lentivirus- 
PEDF-vector 则 能 明显 抑制 SK-BR-3 细胞 的 侵袭 与 迁 
移 能 力 (图 3)。 这 表明 ,PEDF 的 下 调 的 确 可 以 导致 乳 


腺 痪 侵袭 潜 能 的 增强 (图 4)。 
2.4 PEDF 调控 乳腺 癌 细 胞 骨架 形态 及 EMT 标志 分 子 
的 表达 

SK-BR-3 细 胞 中 PEDF 的 过 表达 ,引起 上 皮 细 胞 标 
io} ¥ E-cadherin 的 表达 显著 增加 ,及 间 质 细胞 标志 4 
子 vimentin 的 表达 显著 下 调 ; 而 与 正常 对 照 组 和 阴性 对 
照 组 对 比 ,PEDF-siRNA 组 的 E-cadherin 表达 显著 降低 
(P<0.05) ,vimentin 表 达 显 著 升 高 (P<0.05)。 而 正常 对 
照 组 和 阴性 对 照 组 中 E-cadherin、vimentin 的 表达 无 显 
车 差异 (P>0.05)。 这 说 明 ,呈现 间 质 样 细胞 表 型 的 SK- 
BR-3 细 胞 在 PEDF 的 作用 下 ,发 生 了 显著 的 EMT RE 
的 逆转 ,向 上 皮 样 细胞 表 型 转化 (图 $)。 


3 讨论 

PEDF 是 一 个 发 现 于 细胞 外 基质 .相对 分 子 质量 为 
50 000 的 蛋白, 它 属于 丝氨酸 和 蛋白酶 抑制 剂 家族 , 并 且 
含有 肝素 和 胶原 结合 位 点 "”。 它 不 但 是 一 种 强 效 的 神 
经 营养 和 血管 生成 抑制 因子 ,而 且 PEDF 表达 和 抑 
制 肿瘤 生长 减少 转移 、 良 好 的 预后 相关 "1"。PEDF 和 蛋 
白 通过 层 粘连 蛋白 受 体 AKT/ERK 通路 调 低 纤维 连接 
蛋白 ,具有 抑制 乳腺 瘤 的 生长 和 转移 双重 特性 "9 。 前 期 
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表 1 PEDF、vimentin、E-cadherin 在 乳腺 癌 中 的 表达 及 与 临床 病理 特征 的 关系 


Tab.1 Expressions of PEDF, E-cadherin and vimentin in breast cancer and their relationship with the 


clinicopathological characteristics 


PEDF E-cadherin Vimentin 
Parameter 
(+) (-) (+) (-) P (+) (-) P 
Age (year) 
<50 26 35 0.809 31 30 0.929 32 29 0.407 
250 26 32 29 29 26 32 
Menopausal status 
Premenopausal 29 38 0.918 34 33 0.936 34 33 0.621 
Postmenopausal 23 29 26 26 24 28 
Lymph node metastasis 
Negative 22 32 0.555 34 20 0.013 16 38 <0.001 
Positive 30 35 26 39 42 23 
Tumor size (cm) 
<2.0 26 21 0.039 32 15 0.004 16 31 0.017 
>2.0 26 46 28 44 42 30 
Histopathological grade 
Gi 3 10 0.113 8 5 0.126 4 9 0.005 
G,/G; 49 S7 52 54 54 52 
Pathological stage (TNM) 
I 14 12 0.24 23 3 <0.001 3 23 <0.001 
IL, M, and IV 38 55 37 56 55 38 
ER status 
Positive 31 41 0.862 39 33 0.314 32 40 0.248 
Negative 21 26 21 26 26 21 
PR status 
Positive 32 32 0.137 39 25 0.014 24 40 0.008 
Negative 20 35 21 34 34 21 
Adjuvant treatment 
None 14 24 0.304 16 22 0.216 22 16 0.173 
Therapy 38 43 44 37 36 45 


研究 已 证 明 PEDF 通过 Fas/FasL 死亡 通路 引起 内 皮 细 
胞 凋 亡 ,而 且 减 少 了 重要 的 VEGF HRA, 研究 人 
员 从 乳腺 癌 细 胞 系 MDA-MB-231 培养 基 中 得 到 的 
VEGF 可 诱导 体外 血管 形成 明显 增加 ,之 后 添加 PEDF 
可 引起 此 血管 形成 相应 减少 。 由 此 可 知 PEDF 为 VEGF 
促 血管 生成 的 抑制 因子 ,进一步 研究 表明 PEDF 通 过 受 
体 VEGFR-1 通 路 来 抑制 VEGF 血管 生成 作用 路。 并进 
一 步 研 究 表明 VEGFR-1 通 过 EMT 作 用 促进 了 乳腺 瘤 
细胞 系 的 侵袭 和 转移 纪 。 因 此 有 必要 对 PEDF 和 蛋白 调 
控 EMT 及 其 在 乳腺 瘤 浸 润 转移 中 的 作用 及 其 调控 机 制 


因素 进一步 研究 。 

本 研究 结果 显示 ,相对 于 高 潜能 转移 的 乳腺 癌 SK- 
BR-3 细胞 系 ,PEDF 和 蛋白 在 乳腺 瘤 高 转移 洪 能 细胞 系 
SK-BR-3 中 明显 下 调 , 本 实验 中 采用 Western blot 验 证 
了 PEDF 在 乳腺 癌 细 胞 系 SK-BR-3 中 的 表达 ,结果 与 前 
期 结果 相 一致 。 从 分 子 水 平分 析 ,PEDF 基 因 沉 默 后 , 乳 
腺 癌 SK-BR-3 细 胞 的 增殖 能 力 .体外 侵袭 增强 。 细 胞 - 
基质 粘 附 实验 结果 表明 ,PEDF 表 达 的 减少 引起 乳腺 瘤 
细胞 SK-BR-3 与 基质 粘 附 性 的 降低 。 

EMT 的 重要 特性 之 一 就 是 降低 上 皮 细 胞 特性 及 
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表 2 PEDF、vimentin、E-cadherin 怪 白 在 人 和 乳腺 浸润 性 导管 癌 组 织 中 表达 的 相关 性 


Tab.2 Relationship among the expressions of PEDF, E-cadherin and vimentin in breast cancer 


E-cadherin Vimentin 
eee Ga) (-) 4 P (+) (-) r P 
PEDF 
(+) 40 16 0.473 <0.001 11 45 -0.412 <0.001 
(-) 20 43 - - 44 19 
Vimentin 
(+) 13 49 -0.628 <0.001 
(-) 45 12 
Note: P<0.05 is statistically significant. 
sen eo 提高 间 质 细胞 特性 *” ,上 皮 细胞 逐渐 失去 细胞 极 性 ` 细 
or BENS ve got HTD BF RIS Bk 2 EL BETEA EMT 的 发 生 不 仅 使 


细胞 表 型 发 生 改 变 , 而 且 细 胞 标记 物 也 发 生 改 变 ; 如 E- 
cadherin 细胞 角 和 蛋白 等 的 下 调 , 间 质 样 细 胞 标记 物 表 达 
的 上 调 如 vimentin、N-cadherin E°, KRR, 
vimentin 在 乳腺 癌 中 的 高 表达 与 远 处 转移 ,病理 分 期 显 
著 相 关 (P<0.05)。 研 究 发 现 随 着 乳腺 癌 病 理 分 期 的 增加 ， 
E-cadherin 和 蛋白 的 表达 逐渐 减弱 ,而 vimentin 则 与 其 相 
反 , 且 两 者 在 乳腺 癌 组 织 中 的 表达 呈 负 相关 (y=-0.628， 


36h 48h 60h 72h 


3 SK-BR-3 细 胞 中 PEDF 蛋 白 划 痕 面积 分 析 图 
Fig.3 Scratch assay of SK-BR-3 cells with PEDF overexpression and knockdown. 


PEDF 


ii eal —_ — 


2 SK-BR-3 细胞 中 PEDF 蛋白 表达 的 Western 
blot 分 析 
Fig.2 Analysis of PEDF protein expression by 


Western blotting. 


Sk-Br-3+normal 


Sk-Br-3-Lentivirus | 


Sk-Br-3-SiRNA|7 


P<0.001) ,从 而 证 实 了 乳腺 癌 中 存在 EMT 现象 ,此 现象 
可 能 与 乳腺 瘤 侵 袭 和 转移 有 关 。 另 外 ,通过 Spearman 
相关 性 分 析 发 现 ,PEDF 条 白 在 乳腺 瘤 组 织 中 的 表达 与 
E-cadherin(7=0.473 ,P<0.001) 和 vimentin( 一 -0.412,P< 
0.001) 的 表达 均 有 显著 相关 性 。PEDF 有 可 能 通过 调控 


这 些 细胞 标记 物 的 表达 ,在 乳腺 瘤 的 侵袭 转移 过 程 中 
发 挥 作 用 。 Western blot 检测 进一步 验证 发 现 ， 
SK-BR-3 细胞 转 染 PEDF-siRNA 质粒 后 E-cadherin 表 
达 显著 降低 ,vimentin 表 达 明 显 升 高 。 相 反 ,Lentivirus- 
PEDF-vector 转 染 SK-BR-3 细胞 ,免疫 殉 光 染色 显示 
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图 4 体外 侵袭 和 迁移 实验 检测 在 SK-BR-3 细 胞 中 抑制 和 过 表达 
PEDF 和 蛋白 后 对 细胞 侵袭 和 迁移 能 力 的 影响 
Fig.4 Effect of PEDF overexpression and knockdown on 
invasion and migration ability of SK-BR-3 cells. *P<0.05, **P<0.05. 
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SK-BR-3 细胞 骨架 形态 由 间 质 样 变 为 上 皮 样 ,E- 
cadherin 表 达 上 调 ,vimentin 表 达 下 调 。 

目前 国内 外 对 EMT 相 关 的 促进 因子 .转录 因子 均 
有 所 研究 ,尤其 是 在 乳腺 癌 方 面 ,金属 蛋白 酶 ,miRNA 
等 在 调控 EMT 方 面 取 得 了 一 定 的 研究 进展 ”寻找 一 
个 靶 向 基因 研究 其 在 乳腺 癌 调 控 EMT 的 方面 研究 其 
少 。 此 次 研究 首次 探讨 PEDF 和 蛋白 在 乳腺 癌 中 表达 与 
乳腺 癌 上 皮 间 质 转化 的 关系 及 其 在 乳腺 瘤 浸 润 转移 中 
的 作用 ,本 研究 的 意义 在 于 说 明 PEDF 能 够 参与 并 作用 
乳腺 交 细 胞 上 皮 向 间 质 转化 ,抑制 乳腺 交 细 胞 迁移 侵 
袭 。 为 临床 上 预防 肿瘤 细胞 的 侵袭 和 转移 提供 依据 和 
可 能 的 干预 对 点 。 


VDE ur - 


S ged 
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图 5 SK-BR-3 细 胞 中 过 表达 PEDF 蛋白 后 BMT 特 征 分 子 Western blot 分 析 
Fig.5 Western blotting of EMT characteristics in SK-BR-3 cells with overexpression and knockdown. 
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